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RESUMO

Os roedores do género Ctenomys conhecidos como Tuco-tucos habitam o litoral
Norte do Rio Grande do Sul, nesta regido ocorrem duas espécies em simpatria o
Ctenomys minutus e Ctenomys flamarioni. A ave Athene cunicularia € comum no Rio
Grande do Sul e alimenta-se de mamiferos, dentre estes se caracteriza a predacao
de tuco-tucos. O objetivo do estudo é a predacdo de tuco-tucos pela coruja
buraqueira, relacionando possiveis fatores ambientais e biologicos que podem ter
influéncia na caracterizacdo da presa. No periodo que compreende novembro de
2010 e abril de 2011 foram realizadas coletas mensais no entorno das tocas de
corujas localizadas entre Imbé até a Praia do Barco no em busca de cranios de tuco-
tucos depositados devido a predacdo destes. Os cranios coletados foram
submetidos a extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA utilizando trés
metodologias diferenciadas para determinacdo da espécie jA que existem varios
estudos que descrevem a presenca de 0ssos do género Ctenomys, mas nao ha
estudos que caracterizem qual ou quais espécies sdo predadas. A partir da
observacdo em campo alguns dados ecoldgicos puderam ser analisados, entre eles
0 pico de predacdo nos meses de nascimento dos tuco-tucos. H& também uma
relacdo entre o ambiente onde se localizam as tocas das corujas e a dieta destas.
Também com relacéo a dieta foi observado grande influencia antrépica através da
insercdo de alimentos que sdo depositados no lixo das residéncias proximas as
tocas. O posicionamento e caracteristicas do habitat também foram observados,
além do comportamento destas durante as analises. Nas andlises laboratoriais foi
obtido sucesso em apenas uma das vinte e uma amostras na qual foi encontrado um
Ctenomys flamarioni. Apesar da dificuldade em extrair DNA de 0ssos, este trabalho
comprova que € possivel, a partir de melhoramentos em protocolos e novas
tentativas, podendo assim extrair e sequenciar DNA de tuco-tucos predados e

contribuir para entendimento das relacdes interespecificas.

Palavras chave: 1. Tuco-tuco. 2. Coruja Buraqueira. 3. Predagéao. 4. Litoral Norte do
Rio Grande do Sul.



ABSTRACT

The rodents of the genus Ctenomys called Tuco-tucos are located in the
Northern coast of Rio Grande do Sul, in this region occur two species in sympatric,
the Ctenomys minutus e Ctenomys flamarioni. The bird Athene cunicularia it is
common in the Rio Grande do Sul and feeds by mammals, one of them are the Tuco-
tucos. The objective of this paper is the predation of tuco-tucos by the burrowing owl,
relating possible environmental and biologics factors that can have influence in the
characterization of the prey. During the period that covered November of 2010 and
April of 2011 were realized monthly surveys in the vicinity of the owls’ burrows
located on Imbé up to the Praia do Barco looking for tuco-tucos’ skulls deposited by
the predation of them. The collected skulls were submitted to extraction, amplified
and sequencing of DNA using three different methods for determination of species in
despite that has a lot of studies that describe genus Ctenomys’ bones but don’t
describe the specie. In the campo observation some ecological aspects could be
analyzed, one of them is the predation’s peak in the tuco-tuco’s born months. Either
has a relation by de the environment were the burrows of owls are and they diet.
Even related to the diet was observed big human influence by the food insert that
were deposited in the house’s garbage around the burrows. Even was observed the
position and characteristics of the habitat and their behavior. In the laboratory the
success was obtained in just one sample which was found a Ctenomys flamarioni.
Despite of the difficult to extract DNA from bones, this paper proves that it's possible,
with improvements in protocols and retries, can be extracted and sequenced DNA
from tuco-tucos predated and contributes to understanding of interspecific

relationships.

Key words: 1. Tuco-tuco. 2. Burrowing owl. 3. Predation. 4. Northern Coast of Rio
Grande do Sul.
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1. INTRODUCAO

As aves rapinantes da espécie de coruja, Athene cunicularia, utilizam-se na
composicdo de sua dieta tanto pequenos invertebrados como vertebrados. Dentro
destes vertebrados destacam-se os roedores do género Ctenomys. Estes, como
outros vertebrados de maior porte presentes em sua dieta ndo representam grande
namero mas sao responsaveis por grande parte de sua biomassa (ANDRADE et al.,
2004).

As caracteristicas e interacdes destes dois géneros serdo apresentadas nos

tépicos que seguem.

1.1 O GENERO CTENOMYS

Como definicdo, animais subterraneos sdo aqueles de habito fossorial, que
passam a maior parte de sua vida no interior de taneis fechados (LACEY et al.,
2000). Os roedores fossoriais do género Ctenomys habitam o sul da regido
Neotropical, 17°S até 54°S, dos Andes até o Oceano Atlantico. O género Ctenomys
apresenta um processo de especiacdo explosivo entre 0os géneros de mamiferos
atuais (LESSA E COOK, 1998) possuindo cerca de 60 espécies descritas (REIG et
al. 1990).

Animais deste género constroem tlneis ou sistemas de galerias nos quais
habitam podem ser constituidos por um, na maioria das vezes, ou mais individuos
(LACEY et al., 2000). Esses tuneis sao mantidos fechados pelos individuos
ocupantes, 0 que proporciona ndo s6 protecdo contra predadores (MCNAB, 1966),
mas também para o controle da temperatura e concentracdo de gases no ambiente,
que, embora seja estavel, exige adaptacdes fisiologicas para suportar as baixas
concentracdes de O2 e altas concentracdes de CO2 (REIG et al. 1990).

A estrutura destes sistemas consiste em uma galeria principal e varias

ramificagbes partindo desta, terminando em aberturas ou em um fundo cego. Ao



longo das galerias sdo encontradas camaras especializadas para depésito de
alimento ou defecacdo (GALLARDO E ANRIQUE, 1991; NEVO, 1979).

Estudos detalhados de sua distribuicio mostram que o0s tuco-tucos (nome
comum atribuido aos representantes do género Ctenomys) apresentam uma
tendéncia a viver em solos arenosos ou, ho minimo, bem arejados (CONTRERAS,
1973). Isso se deve ndo sO as restricdbes impostas a atividade escavatéria que
realizam os individuos, mas também por restricbes relacionadas com a manutencéo
do calor e o intercambio de gases através do solo (MCNAB, 1966).

Os tuco-tucos apresentam adaptacdes morfologicas relacionadas ao seu habito
subterraneo, como o corpo robusto e cilindrico, a cabeca grande, a cauda curta, a
abertura bucal atras dos incisivos e unhas fortes. O pescoco e 0s membros séo
curtos e musculosos. (NEVO, 1979; NOWAK, 1999).

A constatacdo da presenca destes animais no campo pode ser feita pela
observacdo de amontoados de areia que correspondem aos “tampdes” que o0s
individuos usam para fechar suas tocas (PEARSON et al., 1968).

Durante o forrageio, 0s tuco-tucos mantém-se sempre proximos ao tunel, nas
bordas das saidas, como meio de evitar a predacéo. Alimentam-se especialmente de
gramineas, sendo generalistas na maioria dos casos (GALLARDO E ANRIQUE,
1991; NEVO, 1979), tendo, portanto influéncia direta na composicéo floristica da
regido e na modificacdo das condi¢des do solo, através do revolvimento e aeragao
deste (DEL VALLE et al., 2001). Além disso, a presenca de tuco-tucos em uma
regido disponibiliza maior biomassa de presa para alguns predadores que possuem
condi¢cBes de captura-los, sendo em alguns casos o principal item alimentar destes
predadores, tais como grandes aves de rapina, cobras, graxains e furées (PIA et al.,
2003).

Outras caracteristicas do género sdo a marcada territorialidade e baixa disperséo
(BUSCH et al.,, 2000), alem de estar constituido principalmente por espécies
solitarias, apesar de ja terem sido descritas algumas espécies sociais e semi-sociais
(LACEY et al., 1997; LACEY, 2000). Dada a forte territorialidade dos individuos,
especialmente dos machos, 0s juvenis permanecem aproximadamente trés meses
em sua toca de nascimento, sendo posteriormente expulsos e obrigados a dispersar
(GALLARDO & ANRIQUE, 1991; NOWAK, 1999; PEARSON, 1959; PEARSON et



al., 1968). Neste momento sédo especialmente vulneraveis, sendo ja documentada a
predacao preferencial de jovens por algumas espécies de corujas (GALLARDO E
ANRIQUE, 1991; PEARSON et al., 1968).

Como o ambiente subterraneo é descontinuo, um mosaico de areas favoraveis e
recursos disponiveis interpostas por areas desfavoraveis, prevalece entre as
populacdes a distribuicdo fragmentada. A diversificacdo do grupo estaria facilitada
pela formacdo de pequenos demes isolados devido a distribuicdo fragmentada
(BUSCH et al.,2000), e a acédo da deriva genética que permitiria a fixacdo rapida de
rearranjos cromossoémicos (NEVO, 1979). Assim esses rearranjos deram origem a
alta variabilidade cariotipica existente: de 2n=10 até 2n=70, a mais ampla variacao
entre os mamiferos (FREITAS E LESSA, 1984; FREITAS, 1990; FREITAS, 1994 e
1997; KIBLISKY et al., 1977; REIG et al., 1992). Embora apresentem uma grande
variacdo cromossémica interespecifica, variacfes intra-especificas ocorrem em
varias espécies (FREITAS, 1997).

A alta velocidade de diversificagdo no clado tem sido sugerida através de estudos
filogenéticos, pela persisténcia de politomias em filogenias obtidas tanto a partir de
sequéncias do citocromo-b mitocondrial (COOK E LESSA, 1998; LESSA E COOK,
1998) como a partir de dados provenientes do DNA nuclear (fragmentos dos genes
da rodopsina e vimentina; CASTILLO et al., 2005).

Na América do Sul as populacdes do género Ctenomys distribuem-se desde a
Terra do Fogo, na Argentina até o sul da Bolivia e Peru, e desde o nivel do mar até
mais de 4000 metros de altitude nos Andes Peruanos (NOVAK, 1999; PEARSON,
1959). No Brasil ocupam os estados do Mato Grosso, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul. Cinco espécies de Ctenomys apresentam distribuicdo dentro do estado do
Rio Grande do Sul. Exclusivas ao estado temos C. flamarioni, C. sp e C. lami.
Ctenomys minutus e C. torquatus apresentam parte de sua distribuicdo no estado de
Santa Catarina e no Uruguai, respectivamente (FIGURA 1) (FERNANDEZ-STOLZ et
al., 2007; FREITAS, 1995, 1997; FREITAS, 2001; FREITAS, 2006; SILVA et al.,
2000a,b; GAVA & FREITAS, 2002; GAVA & FREITAS, 2003, 2004; HEUSER et al.,
2002).
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FIGURA 1: Distribuigdo das espécies do género Ctenomys no Rio Grande do Sul.

1.1.1 Ctenomys flamarioni, Travi 1981

Os roedores fossoriais conhecidos como “tuco-tuco-das-dunas” da espécie
Ctenomys flamarioni foram recentemente descritos em 1981 e por este motivo nao
possuem muitos trabalhos relacionados ao seu respeito. Sabe-se que esta espécie é
endémica do Rio Grande do Sul, ocupando a primeira linha de dunas dos depdésitos
eblicos e marinhos mais recentes da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul
(FREITAS, 1995a). Sua distribuicdo compreende desde Arroio Teixeira ao norte do
litoral do Rio Grande do Sul (FREITAS, 1995a), até o arroio Chui, sendo seu limite
ao sul do litoral do Rio Grande do Sul (FIGURA 2) FERNANDEZ-STOLZ et al.,
2007).

11
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FIGURA 2: Mapa de distribuicdo da espécie Ctenomys flamarioni desde Arroio Teixeira até Arroio
Chui. (Modificado do site da FEPAM).

Devido ao alto grau de salinidade encontrado na primeira linha de dunas, a
vegetacao tende a ser homogénea e com baixa biomassa. Nesse ambiente arenoso
que 0s animais cavam seus tuneis onde passam maior parte do tempo realizando
seus processos vitais (BRETSCHNEIDER, 1987).

O tuco-tuco-das-dunas caracteriza-se morfologicamente por apresentar
coloracao clara, criptica a areia das dunas que habita, e apresentar tamanho maior
que a maioria das outras espécies do género. Essa caracteristica pode ser explicada
pelo solo frouxo e arejado, esta hipétese é subsidiada pelo mesmo padrdao de
tamanho encontrado em C. australis que ocorre na argentina, nas dunas costeiras
da Provincia de Buenos Aires (CONTRERAS E MCNAB, 1990).

Outra caracteristica marcante encontrada na espécie trata-se do caribtipo
anico encontrado (2n=48) para todos os individuos estudados, diferente das outras
espécies brasileiras as quais ocorre variabilidade cromossdmica (FREITAS, 1994).
Apesar do cari6tipo Unico, encontram-se variagbes no numero de bracos
autossémicos. Essa variacdo pode ser observada quando analisados individuos
localizados em um gradiente norte-sul, sendo o maior numero encontrado 78 e o

by

menor 50. Determinando um gradiente norte-sul relacionado a quantidade de
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heterocromatina constitutiva na distribuicdo geografica da espécie. Este decréscimo
da heterocromatina constitutiva é devido a perda do braco curto do par autossémico
1 nas populagdes ao sul da Barra de Rio Grande (FREITAS, 1994).

Assim como o padrdo apresentado pela maioria das espécies de roedores
subterrdneos, Ctenomys flamarioni possui sua classe predominante etaria composta
por adultos (BUSCH et al., 2000; FERNANDEZ, 2002; GALLARDO & ANRIQUE,
1991).

A partir dos registros de fémeas em periodo de amamentagdo ocasionados
apenas na primavera e verdo, foi concluida a existéncia de um Unico periodo de
acasalamento da espécie com base nas populacdes estudadas (FERNANDEZ,
2002).

As éareas de estudo mostram que 0s machos ocupam uma area maior que as
fémeas (FERNANDEZ, 2002), o que pode ser conseqiiéncia de sua diferenca de
tamanho, sendo assim os machos possuem necessidades energéticas maiores que
as das fémeas, ou pela poliginia que obriga os machos a ocuparem areas maiores
para encontrar maior nimero de fémeas (FERNANDEZ, 2002).

Assim como no padrdo geral do género, ndo houveram descricbes de tuneis
compartilhados por individuos de sexo oposto nem por individuos de mesmo sexo na
fase adulta, limitando-se a divisdo de tlneis por fémeas e filhotes (FERNANDEZ,
2002).

A espécie encontra-se descrita como vulneravel a extingdo tanto na Lista
Nacional de Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo (IBAMA, 2007)
assim como na Lista da Fauna Ameacadas de Extincdo do Rio Grande do Sul
(FONTANA et al; 2003).

O declinio desta espécie assim como de outras dependentes da faixa de dunas
da-se principalmente pela continua degradacdo de seu habitat. Em funcdo da
diminuicdo da populacdo j4 sdo encontrados acentuadas perdas na variabilidade
genética de Ctenomys flamarioni. Em um estudo de variabilidade genética com
microssatélites, comparando trés populacdes diferentes localizadas em regibes com
diferentes niveis de acdo antrépica no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, foi

evidenciada a maior perda da variabilidade na populagcdo considerada impactada,
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sendo as causas mais provaveis o endocruzamento e/ou gargalos de garrafa
(FERNANDEZ, 2002).

1.1.2 Ctenomys minutus, Nehring 1887

A espécie Ctenomys minutus ocupa dois habitats, os campos arenosos e as
dunas da Planicie Costeira do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Sua area de
distribuicdo €& predominante ao Rio Grande do Sul, sendo o limite norte das
populacées em Laguna (SC) e o limite sul em Sao José do Norte (RS) (FIGURA 3).
Uma peculiaridade encontrada na distribuicdo das populacbes é a ocupacao da
primeira linha de dunas da Costa no trecho que vai de Laguna até as margens do
Rio Mampituba, e no trecho seguinte até Sdo José do Norte, sdo encontrado nos
campos arenosos interiores a Planicie Costeira (FREITAS, 1990; FREITAS, 1995a;
FREYGANG et al.,2004; MARINHO E FREITAS, 2000).

Rio Grande Laguna

do Sul

S3o José do Norte

FIGURA 3: Mapa de distribuicdo da espécie Ctenomys minutus, desde Laguna em Santa Catarina até
Sé&o José do Norte no Rio Grande do Sul.



Das caracteristicas morfolégicas pode-se apontar a coloracdo variando desde
castanho escuro até amarelo, possuindo, em geral, tamanho mediano (FONSECA,
2003). Os jovens com dois ou trés meses de idade apresentam coloragdao mais clara
gue a maioria dos adultos (FONSECA, 2003).

Assim como na maioria das espécies de roedores subterraneos, séo solitarios e
sedentarios, realizando a maior parte de suas funcdes vitais nas galerias dos tuneis
que escavam. A dispersdo se da& pelos jovens que se deslocam para &reas
periféricas as dos adultos e sub-adultos. Com base em estudos de popula¢des foram
constatados maior numero de fémeas que de machos (FONSECA, 2003; GASTAL,
1994; MARINHO E FREITAS, 2000).

Os machos sado maiores que as fémeas evidenciando o dimorfismo sexual
(MARINHO E FREITAS, 2000; RUI E GASTAL, 1997), sendo que o periodo
reprodutivo inicia em setembro e segue até outubro (GASTAL, 1994).

Os individuos de Ctenomys minutus preferem areas mais abertas e inclinadas
para construcdo de tuneis, o que pode estar relacionada com protecao a enchentes
nos periodos de chuvas. O angulo de inclinacdo pode estar relacionado ao tipo de
solo sendo maior em solos mais compactos e menor em solos menos compactos
(GASTAL, 1994).

Por ocuparem um habitat com caracteristicas especificas e possuirem
distribuicdo restrita, que acabam se aproximando significativamente de centros
urbanos, essas populacbes tornam-se potencialmente ameacadas pelo
desenvolvimento das cidades, tanto pela ocupacéo das areas para agricultura como
para loteamentos. Além disso ha evidéncias de que esta € uma espécie sensivel a
danos genético causados por fatores ambientais (HAUSER et al., 2002).

Assim como na maioria das espécies do género, C. minutus possuem notavel
variacdo cariotipica (GAVA E FREITAS, 2004). Segundo estudos realizados nas
populacées ao longo da distribuicdo desta espécie foram encontradas 11 formas
cariotipicas diferentes (2n=50a e b; 49a e b; 48a e b; 47a e b; 46a e b, e 42). A
distribuicdo cariotipica € bastante interessante, isto porque 2n=50 € encontrado nas
duas extremidades de distribuicdo das populacdes e mais ou menos ao centro
encontra-se 2n=42 (FIGURA 4), esta propor¢cédo pode estar associada a rearranjos

Robertsonianos e fusdes in tandem, e no caso de um mesmo numero diploide,
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porém com cariotipos descritos como “a” ou

em cromossomos distintos (FREITAS, 1997; FREYGANG et al., 2004).

“b”, o que os diferencia sao rearranjos
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FIGURA 4: Distribuicdo geogréafica das popula¢des associado ao padrdo de distribuicdo cariotipica

destas (Freitas, 1997).

Esta diversidade cariotipica

revela a ocorréncia de polimorfismos

cromossOmicos, estes podem representar o reflexo de um isolamento geografico
entre diferentes populacbes desta espécie (FREITAS, 1997; FREITAS, 2006;
FREYGANG et al., 2004; GAVA E FREITAS, 2002, 2003).

Segundo Freygang e colaboradores (2004) o padrdao de distribuicdo
geografica das populagbes associado a distribuicdo cariotipica possuem duas
possiveis explicagfes, a primeira seria de que os cariotipos surgiram independentes
e a segunda seria deduzida pela parcimbénia, sendo que 2n=48b apareceu
inicialmente dentro da area de distribuicdo de 2n=50b e através de uma inversao

produziu o cariétipo 2n=48a e independentemente por uma fuséo originou 2n=46b.
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Assim a distribuicdo das diferentes formas cariotipicas ao longo da
distribuicAo da espécie parece estar relacionada com eventos de formacdo da
Planicie Costeira (FREITAS, 1997; FREYGANG et al., 2004), sendo hoje as
principais barreiras encontradas entre as populagcdes os rios Mampituba e
Ararangua, por terras baixas e alagadicas de Palmares do Sul (FREITAS, 1995a) e a
mais recente caracteriza-se por acao antrépica, a rodovia RS30 junto a Osorio no

litoral norte do Rio grande do Sul.

1.2 O GENERO ATHENE

As corujas ocorrem em praticamente todos o0s continentes exceto a Antartida,
provavelmente originarias do Velho Mundo. Existem em todo o mundo 212 espécies,
namero que pode aumentar devido as Ultimas revisdes sistematicas e novas
descobertas. As semelhancas tanto com bacuraus quanto com gavides podem ser
interpretadas em parte como analogias, relacionadas a vida noturna ou ao modo de
cacar. J4 existiam corujas desde o Eoceno, pois os fosseis mais antigos sao
estimados datarem de pelo menos 24 milhdes de anos (SICK, 1997).

As corujas do género Athene possuem uma distribuicdo bastante ampla,
ocorrendo em quase todos 0s continentes, exceto Australia e Antartida. No mundo
todo existem quatro espécies deste género: Athene noctua; Athene brama; Athene
blewitti e A. cunicularia. No geral, sdo aves pequenas, de coloracdo marrom
salpicada de branco, com olhos amarelos e sobrancelhas claras. Na mitologia grega,
o mocho-galego (Athene noctua) era a espécie simbolo da Deusa Atena. Ao
contrario do que se pensa, nem todas as corujas sdo noturnas. Dois tercos das

espécies sdo noturnas e o terco restante sdo diurnas (SICK, 2001).
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1.2.1 Athene cunicularia

Dentre as varias espécies de corujas existentes no Brasil, a coruja buraqueira
Athene cunicularia se destaca pela proximidade com o homem e adaptacao ao meio
urbano. A coruja buraqueira, pertence a familia Strigidae e habita campos, pastos e
restingas (SICK, 1997); sendo comuns nas cidades sobre cercas e fios. De héabitos
mais diurnos, tem como peculiaridade nidificar em buracos no ch&o ou cupinzeiros
abandonados. As covas possuem em torno de 1,5 a 3,0 m de profundidade e 30 a
90 cm de largura. Ao redor acumula estrume e se alimenta dos insetos atraidos pelo
cheiro.

A plumagem apresenta coloracdo cor de terra, as vezes, avermelhada,
estratégia natural para se camuflar no solo. Ao contrario da maioria das corujas o
macho é ligeiramente maior que a fémea e as fémeas sdo normalmente mais
escuras que os machos (ANTAS, 2005; SIGRIST, 2007).

Sua ocorréncia vai desde o Canada até a Terra do Fogo, bem como em

guase todo o Brasil com excecdo da bacia Amazoénica (FIGURA 5; SICK, 1997).

B Area de ocorréncia

FIGURA 5: Mapa de distribuicdo da espécie Athene cunicularia desde o Canadéa até a Terra do Fogo.
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As corujas buraqueiras botam, em média de 6 a 11 ovos; 0 nUmero mais
comum é de 7 a 9 ovos. A Incubacéo dura de 28 a 30 dias e é executada somente
pela fémea. Enquanto a fémea bota os ovos, o macho providencia a alimentagao e a
protecdo para os futuros filhotes. Os cuidados da cria, enquanto ainda estdo no
ninho é tarefa do macho. Quando os filhotes estdo com 14 dias podem ser vistos
empoleirando a entrada da cova, esperando pelos adultos e pela comida. Os filhotes
saem do ninho com aproximadamente 44 dias e comegam a cagar insetos quando
estdo com 49 a 56 dias. (ANTAS, 2005; SICK, 1997).

De modo geral, a dieta da coruja-buraqueira constitui-se de roedores,
morcegos, répteis, anfibios, insetos e pequenas aves. No Brasil grande parte de sua
dieta é constituida de invertebrados, como insetos (SICK, 1997). Motta-Junior (2006)
considera a coruja-buraqueira como sendo espécie insetivora em relacdo a
guantidade de presas consumidas, mas em relacdo a biomassa, qualifica a espécie
como sendo predadora predominantemente de pequenos roedores e portanto
carnivora.

Uma caracteristica da digestdo nas corujas € a coalizdo dos restos néo
digeridos de presas em pelotas denominadas egagroépilas, regurgitadas pelo animal
apos sua formacao. Tais restos (0ssos, anexos epidérmicos, quitinas, entre outros)
encontram-se em geral em bom estado para identificacdo. Isso torna a coleta e a
analise de egagropilas um método seguro para caracterizar a dieta de muitas
espécies de corujas. No caso de animais de maior porte, 0S 0SS0S mais longos e
mais rigidos tais como o cranio sdo descartados em pontos proximos a toca (SICK,
1997).

As corujas consomem uma grande variedade de presas de varios niveis
troficos e quase ndo sao predadas. Sdo, portanto, elementos de grande importancia
na teia tréfica dos ecossistemas em que estdo inseridos e estudos sobre a ecologia
alimentar desses organismos se mostram de grande valor para o entendimento das
relacdes de transferéncia de energia em diferentes ecossistemas. Os estudos das
dietas desses predadores s&o ainda valiosos para a aquisicdo e complementacgéo de

dados sobre a distribuicdo de muitas espécies, em especial pequenos mamiferos.
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Apesar disto, poucos estudos sobre estes foram realizados nas regides tropicais
(MOTA JUNIOR, 1996).

1.3 DNA MITOCONDRIAL

O DNA mitocondrial animal (DNAmt; FIGURA 6), é uma molécula pequena
(15-20Kb), circular, composta de cerca de 37 genes codificantes. Nao possui nada
em especial em sua composicdo quimica que o diferencie do DNA nuclear,
entretanto, possui um cédigo genético proprio. Por outro lado sua organizacédo é
grandemente econbmica, ja que somente 10% de sua totalidade € ndo codificante.
Seu genoma € haploide devido sua heranca ser estritamente materna, por iSso nédo
estd submetido a processos de recombinag¢do. O mecanismo pelo qual a mitocondria
paterna € excluida do embrido logo apés a fertilizagcdo ainda ndo esta bem
esclarecida, tendo permanecido obscuro o mecanismo de eliminagdo (CANN et al,

1987).

Small ribosomal RNA
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FIGURA 6: Esquema de genoma mitocondrial com énfase no gene citocromo oxidase subunidade |
(Retirado de www.barcodinglife.com/.../images/mito_genome.gif).



O DNA mitocondrial tem uma taxa de evolugcédo 5 a 10 vezes maior que o0 DNA
nuclear, o que implica em uma hipervariabilidade entre a populacdo humana. A alta
taxa de substituicdo de bases possibilita que seja observada uma ou mais diferencas
na sequéncia nucleotidica das regides hipervariaveis do mtDNA quando individuos
da linhagem materna de uma mesma familia sdo comparados (JARRETA, 1999).

Por outro lado, o0 mtDNA esta presente em grande quantidade em todas as
células (entre 1.000 e 10.000 moléculas de mtDNA por célula), o que lhe confere um
menor risco de degradacdo em relacdo ao DNA nuclear. Por ele estar protegido por
uma membrana, torna-se extremamente importante quando do estudo de espécimes
biolégicas antigas, cujo DNA nuclear, em copia Unica, em geral, encontra-se
degradado (DE ROBERTIS, 2003).

O gene da citocromo oxidase subunidade |, € extremamente importante no
mecanismo energético das espécies, pois faz parte da cadeia transportadora de

elétrons e € um dos mais estudados (BROWN, 1985).
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2 OBJETIVO

Nos seguintes topicos sdo apresentados o0s objetivos geral e especificos que

motivam o desenvolvimento deste trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo o estudo da predacao de roedores fossoriais do
género Ctenomys por aves rapinantes da espécie Athene cunicularia e relacionar
possiveis fatores ambientais e bioldgicos que podem ter influéncia na caracterizacao

da presa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar qual espécie do género Ctenomys €é predada ja que C. minutus e C.
flamarioni ocorrem em simpatria no litoral norte do Rio Grande do Sul e os
demais estudos sobre dieta apontam apenas género, ndo havendo portanto,
dados sobre espécies.

e Identificar possiveis relacbes entre o aumento da predacdo e a época de
nascimento dos tuco-tucos.

e Relacionar a taxa de predacao observada com as encontradas em trabalhos ja
realizados em que foram encontradas evidéncias do género Ctenomys.

e Relacionar a localizag&o das tocas com a predacéo.



3 MATERIAL E METODOS

Descritos nos tépicos a seguir estdo os materiais e métodos utilizados para o
desenvolvimento do trabalho durante toda sua execucdo desde a coleta das

amostras até a extracdo, amplificacdo e analise do DNA.

3.1 AREA DE ESTUDO

A &rea de coleta compreende a faixa do litoral norte do Rio Grande do Sul,
Brasil, que vai do municipio de Imbé até a Praia do Barco, localizada no municipio
de Capéo da Canoa. A distancia retilinea total € de 40 km entre os pontos de inicio e
término de coletas.

Segundo Tomazelli (2000), a Planicie Costeira do Rio Grande do Sul,
pertencente ao pacote sedimentar Cenozodico do RS representado pela Bacia
Pelotas, estende-se através de uma area de aproximadamente 33.000 kmz? e alcanca
em alguns setores uma largura de mais de 100 km. A largura da costa praticamente
retilinea, possui uma orientacdo NE-SW e se estende por uma distancia de
aproximadamente 620 km, deste Torres, no extremo norte (29°S), até a
desembocadura do Arroio Chui, no extremo sul (34°S). Ao longo desta distancia a
costa de caracteristica baixa arenosa, € interrompida de forma permanente em dois
locais: as desembocaduras da Laguna de Tramandai e da Laguna dos Patos.

O clima da regiéo é definido como temperado, mido, e com uma distribuicdo
de chuvas homogénea ao longo do ano (aproximadamente 1.300 mm anuais). Este
local encontra-se submetido por um regime bimodal de ventos de alta energia sendo
o predominantemente o de incidéncia NE o que acarreta na migracdo das dunas
eolicas no sentido SW.

O Rio Grande do Sul, a despeito da extensédo de seu litoral e da fragilidade e
importancia deste ambiente, possui sua regido costeira extremamente pouco

conhecida e estudada (GIANUCA 1997). Devido ao seu uso como area de veraneio,



o litoral do Rio Grande do Sul, principalmente em sua porcdo norte (entre 0s
balnearios de Tramandai e Torres), encontra-se altamente modificado
caracterizando-se como um mosaico de ambientes naturais e antrdpicos (urbano e
agropecudrio). Essas alteragc6es acarretaram, ao longo da historia, na modificacao
da estrutura ambiental, resultando na eliminacdo de determinados ambientes e na
criacao de outros.

A vegetacdo das dunas maritimas apresenta uma distribuicdo heterogénea
influenciada pela salinidade e condicbes de drenagem do sistema de dunas,
possuindo caracteres adaptativos para colonizar este tipo de habitat, tais como
habito reptante, folhas pequenas, duras ou pilosas e mecanismos de predacao
(plantas carnivoras). E caracteristico um gradiente floristico com areas de quase
auséncia de vegetacao (zona de varrido, dunas frontais e vertentes com exposi¢cao
oceanica de dunas secundarias) até areas de grande concentracdo de biomassa
vegetal (areas de baixadas umidas e campo arenosos) (BROWN & MCLACHLAN
1990). E essa variagio da vegetacdo que caracteriza os ambientes e influencia na
composicao da fauna das dunas do litoral norte do Rio Grande do Sul.

3.2 AMOSTRAGEM

A amostragem foi feita em seis meses de novembro de 2010 a abril de 2011,
sendo a periodicidade mensal.

Os pontos de coleta podem ser caracterizados em trés areas distintas, a
primeira sendo no campo de dunas da Praia do Barco, um extenso campo arenoso
com pouca influencia antrépica. O segundo é a regido da primeira linha de dunas
gue divide a praia da zona urbana seguindo desde Imbé até a Praia do Barco e ha
influéncia antropica considerada média quando comparadas as trés areas. E por
ultimo a regido ao qual compreende uma quadra de terrenos arenosos em meio a
zona urbana, cercada por residéncias no balneario de Capdo Novo, onde a

influencia antrépica € bastante grande, € uma regido preservada onde se instalou o
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Projeto Coruja Buraqueira para monitoramento das aves em funcdo do grande
aglomerado de tocas que estas constroem no terreno.

O monitoramento era visual e 0os cranios eram procurados em uma distancia
de até 3,0 m no entorno das tocas. Estes se encontravam solitarios na areia ou em
meio as egagropilas (pelotas de regurgito de corujas), podendo estar completos ou
sem a presenca de maxila ou presenca apenas desta. As maxilas encontradas junto
aos cranios de tamanho igual ou parecidas foram tratadas como um Unico individuo
devendo ser percebidas diferencas discrepantes para serem julgados de individuos
distintos.

Os cranios encontrados foram armazenados em potes plasticos e
identificados com data de coleta e localizagdo dada por Sistema de Posicionamento
Global (GPS).

3.2 EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Para a extracdo foram testados trés métodos: o Kit de extracdo de DNA
QIAmp DNA Stool mini kit e os protocolos de extracdo CTAB e Fendl-cloroférmio
modificados conforme descritos a seguir.

PROCEDIMENTO DE EXTRACAO CTAB: As amostras foram identificadas na
tampa do tubo; o material foi moido com nitrogénio liquido até ficar com aspecto de
farinha; foram adicionados 500 ul de solugéo de extracédo e os tubos foram agitados
para homogeneizacdo das amostras; mais 20 pl de Proteinase K foram adicionados
aos tubos os quais foram homogeneizados e incubados em banho-maria a 60°C
overnight; apds foi adicionado mais 20 pl de Proteinase K e incubado em banho-
maria a 60°C por mais 2 horas sendo homogeneizados durante o processo de
incubacéo; depois da digestdo foram adicionados 500 pl de cloroférmio:alcool
isoamilico (CIA) (24:1,v/v) em cada amostra e os tubos foram agitados levemente
por inversdo até a formacdo de uma emulséo; apds foram centrifugados a 15.000
rpm por 10 min; apds centrifugacéo foi transferida a maior quantidade possivel da

fase aquosa (sobrenadante) para um novo tubo; foram adicionados 2/3 do volume
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de etanol absoluto e para a precipitacdo do DNA as amostras foram incubadas no
freezer a —20 °C por 1 hora; depois de precipitadas as amostras foram centrifugadas
a 15.000 rpm por 10 minutos e descartado o sobrenadante; o pellet de DNA foi
lavado em 500 ul de etanol 70% e centrifugado a 15.000 rpm por 10 minutos e
descartado o sobrenadante gentilmente e deixado a temperatura ambiente sobre a
bancada coberto com papel toalha para secar o precipitado de DNA; por fim
solubilizado em 30 pl de TE foi incubado por no minimo 20 minutos a 60°C para
auxiliar na solubilizacao.

PROCEDIMENTO DE EXTRACAO FENOL-CLOROFORMIO: As amostras
foram identificadas na tampa do tubo; o material foi moido com nitrogénio liquido até
ficar com aspecto de farinha; a amostra foi adicionado tampao lise de extracdo (0
volume do tampéo era 4x o volume da amostra) com 10 pl de Proteinase K ;0s tubos
foram homogeneizados e incubados em banho-maria a 60°C overnight; apos foi
adicionado mais 10 pl de Proteinase K e incubado em banho-maria a 60°C por mais
2 horas sendo homogeneizados durante o processo de incubacdo; depois da
digestao foi adicionado 400 ul de fenol e centrifugado por 15 minutos a 12.000 rpm;
o0 sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e adicionado 100 pl de TE e
centrifugado novamente por 10 minutos a 12.000 rpm; 400 pl de uma mistura Fenol-
Cloroformio (1:1) foi adicionado, misturando por inversdo do tubo com cuidado por
10 minutos. Centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm o sobrenadante foi
transferido para um tubo limpo e adicionado um volume igual de cloroférmio e
misturado cuidadosamente por 10 minutos, centrifugando novamente 10 minutos a
12.000 rpm. Transferindo a fase aquosa para um novo tubo e adicionando o volume
de 1/10, de uma solucdo de 1% de NaCl 5 M e 2,5x o volume total de etanol 100%
gelado as amostras foram incubadas em geladeira 4°C por 1 hora. Depois de
precipitado o material foi centrifugado por 10 minutos a 12.000rpm. Novamente foi
descartado o sobrenadante e lavado o pellet trés vezes com 400ul de etanol 70%
gelado, centrifugando por 10 minutos a 12.000rpm. O pellet foi seco, invertendo o
tubo por 10 minutos (cuidando para ndo perder completamente o pellet). Por fim o
pellet foi suspendido em 30ul de TE e incubado por alguns minutos a 60°C para

auxiliar na solubilizagao.
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A reacdo de PCR foi realizada para isolar e amplificar, a partir do DNA
gendmico total, a regido citocromo oxidase | do genoma mitocondrial das amostras
de ambos laboratérios de maturacéo, utilizando os primers COI que flanqueiam essa
regido. Ao fim da reacdo de PCR, as 21 amostras foram novamente submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a qualidade dos produtos do
PCR. O mix utilizado para PCR continha 6 pl de dH,O; 1 ul de 10X Buffer; 1 ul de
dNTP (1.25uM); 1 pl de Primers (5uM) e 1 pl de Tag-polimerase. Em cada tubo
foram diluidos 1 pl de DNA em 9 pl do mix.

Com amplificacdo concluida o sequenciamento foi realizado pelo laboratério
Macrogen situado em Seul na Coréia, trata-se de uma empresa que trabalha com
sequenciamento, biochips, transgénicos além da bioinforméatica. Apos
sequenciamento, retornaram os graficos com 0s picos que correspondem a analise

qualitativa das bases nitrogenadas.

3.4 ANALISE DE DADOS

As sequencias analisadas estdo localizadas no gene da citocromo oxidase
subunidade | do genoma mitocondrial. Essas sequéncias chamadas de COX1 foram
checadas visualmente no programa Chromas o qual gera um eletroferograma que
confecciona uma interface gréfica para melhor visualizacdo de picos e posi¢cdes das
bases. Posteriormente foram alinhadas automaticamente com o programa Clustal X
implementado no MEGA 4.2. Em seguida, as amostras foram submetidas ao BLAST
para a confirmacao da identidade com o gene da citocromo oxidase I.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor andlise dos dados estes foram divididos em dois tdpicos,
primeiro as analises e resultados obtidos a partir dos dados de coleta e observacao
que se referem a ecologia e relacdo interespecifica das espécies estudadas no
presente trabalho, e o segundo topico que se refere ao trabalho genético realizado

em laboratério com os cranios do género Ctenomys coletados em campo.

4.1 ASPECTOS ECOLOGICOS

As coletas foram realizadas de Novembro de 2010 a Abril de 2011,
totalizando um periodo de seis meses. Nesse periodo foram monitoradas um total de
trinta e seis tocas de coruja, deste total vinte e trés tocas permaneceram ocupadas
do inicio ao fim das coletas, trés tocas foram abandonados, uma foi encontrada
destruida e com evidéncias de predacdo de duas corujas e nove tocas foram
construidas apés inicio das coletas (TABELA 1). Dentre as nove novas tocas,

evidenciou-se que cinco destas foram construidas por filhotes proximas as dos pais.

Tabela 1: Dados das coletas realizadas no periodo de Novembro de 2010 a Abril de 2011.

DADOS DE COLETA

Localizagéo N° de
Ponto Datas de Coleta das tocas Coordenadas Cranios
19/11 - 15/12 - 27/01 -
Destruido e corujas Campo de
1 mortas dunas 29°41'40,4" S | 049°58'42,5" W 0

17/11-19/11-11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja
2 30/04 buraqueira | 29°43'47,0" S | 049°59'55,5" W 0
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17/11 - 19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 -

Projeto coruja

3 30/04 buraqueira | 29°43'46,4" S | 049°59'55,9" W
17/11 -19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

4 30/04 buraqueira | 29°43'46,3" S | 049°59'55,0" W
17/11-19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

5 30/04 buraqueira | 29°43'46,2" S | 049°59'55,0" W
17/11-19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

6 30/04 buraqueira | 29°43'46,1" S | 049°59'55,0" W
17/11 -19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

7 30/04 buraqueira | 29°43'44,0" S | 049°59'54,9" W
17/11 -19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

8 30/04 buraqueira | 29°43'43,8" S | 049°59'55,6" W
17/11 -19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

9 30/04 buraqueira | 29°43'44,6" S | 049°59'56,0" W
17/11-19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

10 30/04 buraqueira | 29°43'44,8" S | 049°59'56,3" W
17/11-19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

11 30/04 buraqueira | 29°43'45,9" S | 049°59'57,0" W
17/11-19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 - | Projeto coruja

12 30/04 buraqueira | 29°43'45,9" S | 049°59'57,0" W
17/11 - 19/11 - 11/12 - | Projeto coruja

13 | 26/01-11/02 - 21/03 - | buraqueira | 29°43'46,4" S | 049°59'56,9" W




30

30/04

14

17/11 - 19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 -
30/04

Beira mar

29°46'09" S

050°01'05" W

15

17/11 - 19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 -
30/04

Beira mar

29°46'08,9" S

050°01'04,8" W

16

17/11 - 19/11 - 11/12 -
26/01 -11/02 - 21/03 -
30/04

Beira mar

29°46'08,9" S

050°01'04,6" W

17

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'43" S

050°06'49,1" W

18

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'36" S

050°06'46" W

19

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'32" S

050°06'44" W

20

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'32" S

050°06'44,3" W

21

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'32" S

050°06'44,5" W

22

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°57'26" S

050°06'41,8" W

23

19/11 - 10/12 - 26/01 -
12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04

Beira mar

29°51'00" S

050°03'36" W

24

19/11 - 10/12 - 26/01 -

Beira mar

29°50'59" S

050°03'36" W




31

12/02 - 22/03 - 31/03 -
30/04
10/12 ------
25 ABANDONADO Beira mar 29°5323" S 050°04'43" W
10/12 ------ Campo de | 29°42'49,07"
26 ABANDONADO dunas S 049°59'16,93" W
10/12 ------ Campode | 29°42'48,47"
27 ABANDONADO dunas S 049°59'15,96" W
15/12 - 27/01 - 11/02 -| Campo de
28 21/03 - 31/03 - 30/04 dunas 29°41'55" S 049°58'52" W
15/12 - 27/01 - 11/02 -| Campo de
29 21/03 - 31/03 - 30/04 dunas 29°41'56,1" S | 049°58'52" W
26/01 - 11/02 - 22/03 -
30 31/03 - 30/04 Beira mar 29°45'44" S 050°00'51" W
26/01 - 11/02 - 22/03 -
31 31/03 - 30/04 Beira mar 29°45'43" S 050°00'50" W
26/01 - 11/02 - 22/03 -
32 31/03 - 30/04 Beira mar 29°57'43" S | 050°06'49,8" W
26/01 - 11/02 - 22/03 -
33 31/03 - 30/04 Beira mar 29°57'26" S 050°06'42" W
26/01 - 11/02 - 22/03 -
34 31/03 - 30/04 Beira mar 29°57'26" S | 050°06'41,4" W
11/02 - 21/03 - 31/03 - | Campo de
35 30/04 dunas 29°42'17" S 049°59'14" W
11/02 - 21/03 - 31/03 - | Campo de
36 30/04 dunas 29°42'18" S 049°59'14" W

As tocas estavam distribuidas em trés ambientes distintos, dezessete delas
estavam na faixa litorAnea que compreende a primeira linha de dunas, sete
encontravam-se em um extenso campo de dunas na Praia do Barco e as outras

doze em uma é&rea de preservacdo onde foi implementado o Projeto Coruja



Buraqueira, sendo que esta area abrange uma quadra no meio urbano de Capéo
Novo.

Durante os meses de coleta observou-se um pico de predacao de tuco-tucos
nos meses que correspondem ao final da primavera e inicio do verdo (FIGURA 7),
onde Fernandez (2002) descreveu fémeas em periodo de amamentacdo. A maior
predacdo nesta época em funcdo do nascimento dos filhotes € sustentada pela
maior parte dos cranios encontrados serem de pequeno e médio porte, sendo

encontrados apenas quatro de um total de 22 cranios de grande porte.

Numero de cranios por més

s NUmero de cranios

O RPN W & U N

FIGURA 7: Niomero de crénios coletados por més evidenciando o pico de predacdo entre o fim da
primavera e inicio do verao.

E possivel perceber a partir dos dados coletados uma relagdo entre a
localizag&o da toca e a caracterizacdo da dieta (FIGURA 8). Nas tocas que estavam
localizadas na beira da praia a dieta se compés predominantemente de crustaceos,
peixes e répteis, refletindo em uma porcentagem menor em relacdo ao numero de
tocas pelo numero de cranios coletados (52,94%). Ja nas tocas localizadas no
campo de dunas da Praia do Barco foi observado maior numero de 0ssos que
caracterizam aves e répteis sendo uma propor¢cdo menor de peixes e crustaceos e
aumentando a proporcao de predacao de tuco-tucos (57,14%). Por fim no ambiente
mais distinto encontrado que é a area correspondente ao Projeto Coruja Buraqueira,

uma area que sofre maior acdo antrépica por estar longe da praia e cercada pela
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zona urbana, houve o maior indice de predacdo de tuco-tucos (58,33%) além de
muitas evidéncias de predacdo de aves e répteis. Neste local o que mais chama
atencdo € a enorme quantidade de lixo encontrado nas tocas, existindo fortes
evidéncias de gue restos de alimentos jogados nos lixos da regido também fazem
parte da dieta destas aves, pois dentro das tocas foram encontrados restos de 0ssos

de galinha e de alimentos preparados nas residéncias.

18
16 -
14 -
12 -
10 -
8 - B n°de ninhos
6 1 B n° de cranios
4 -
2
0 T T f

Ninhos na beira Ninhosem Ninhos projeto

mar campo de coruja
dunas buraqueira

FIGURA 8: Nimero de cranios coletados de acordo com a localizagao das tocas.

Segundo Andrade et al. (2004), em um estudo na Argentina onde foi
monitorada uma toca com dois individuos por um més observou-se que a segunda
maior biomassa representada na dieta destas corujas era composta por roedores do
género Ctenomys apesar destes comporem apenas 2% da dieta das corujas. Ja no
estudo realizado na regiao do litoral norte do Rio Grande do Sul que vai de Arroio
Teixeira até Capao Novo Village, foram coletados quatro cranios que correspondem
aos roedores do género Ctenomys em um periodo de dois anos de trabalho (ZILIO,
2006).

A partir dos estudos ja realizados pode-se portando observar que apesar da

pequena quantidade de cranios de tuco-tucos encontrados nas tocas durante o
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periodo de coletas estes individuos correspondem a grande biomassa da dieta das
corujas. Outra constatacdo € a de que a proximidade com o mar influencia na dieta,
esse fator pode ser explicado pelo gasto de energia para deslocamento que € maior
para individuos que estdo alocados em zonas mais distantes, para isto estes
procuram presas que representem uma biomassa significativa para compensar a
perda de energia no deslocamento.

Com relacao a posicéo das tocas das corujas observou-se que todas as tocas
monitoradas encontravam-se com abertura posicionada ao lado noroeste da duna
(FIGURA 8). Esta posicdo da entrada da toca deve estar relacionada ao vento
predominante na regido ser nordeste assim as tocas ficam protegidas da acdo dos
ventos que sdo os mais fortes e que sopram por um periodo maior de tempo no
litoral do Rio Grande do Sul.

Outra caracteristica das dunas escolhidas para as tocas é a vegetacédo, as
corujas escolhem pontos mais baixos das dunas ficando mais protegidas da acao
dos ventos e das vistas dos predadores além de preferirem dunas vegetadas devido

a fixacado do solo que previnindo a erosao de areia dentro da toca (FIGURA 9).

= (ay AR < =~ S /R

e

s e caracteristicas das dunas escolhidas para os ninhos.

\.* L A

FIGURA 9: Posicao da etrada das toca:
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As corujas costumam manter suas tocas limpas, alimentando-se em pontos
proximos a toca e geralmente mais altos. Nestes pontos é que encontram-se as
egagropilas e os restos das presas.

De acordo com o comportamento observado no decorrer das coletas as
corujas tendem a abandonar as tocas ao sinal de perigo alternando o escape entre
trés pontos, dois que utiliza também para a alimentacao e a prépria toca. Defendem
sua toca e atacam apenas quando h& presenca de filhotes, onde estes correm para
dentro das tocas e os adultos protegem a entrada abrindo as asas e batendo o bico
para dar o alerta. Se o predador insiste elas levantam v6o e atacam com as garras

gue sao bastante afiadas e o bico.

4.2 ANALISES GENETICAS

O trabalho em laboratério foi realizado em trés meses. Neste periodo de
tempo foram testados trés métodos sendo que estes repetidos varias vezes para
cada amostra. Ao final da extracdo, amplificacdo, seqlenciamento e analise das
amostras apenas uma delas funcionou.

Das vinte e uma amostras de cranio foi extraido DNA de apenas cinco com o
protocolo CTAB modificado de Doyle & Doyle.

Os outros dois métodos testados no trabalho ndo funcionaram para extracao
em 0ss0.

Das cinco amostras que tiveram seu DNA extraido, amplificado e
sequenciado em apenas trés foi possivel identificar os picos e a base nitrogenada
correspondente no programa Chromas. Quando a fita foi transferida para o programa
Clustal X. implementado no MEGA 4.2 uma das amostras foi excluida por ter uma
regido codificante muito pequena e portanto ndo era possivel uma identificacao
precisa e confiavel. A segunda amostra foi extraida com sucesso e possui uma
regido longa e bem definida sendo passivel de identificacdo, mas o DNA encontrado

era de um nematddeo parasita de mamiferos com 99% de chances de ser do género

35



e e BRSO SOOI AR50
s smoece s BNREEARABEANH SRR RET B SRA R ESEA KRS TEASERE AR E 0O

37. ¢ elansriont [FARRERANEATRAHACAETATRARRARATRATCAARTARARAATRETATRARCACTRRCRATRA R
3. awostra 15 [ARREERMEERERANCHREARTARR A TR TEN AT ETAER AT RN AT ERTEACTREREATRCATE

FIGURA 10: Seqléncias no programa Mega 4.2, amostra 31 corresponde ao nematédeo e 16 ao
Ctenomys flamarioni, sendo as sequéncias denominadas C. minutus e C. flamarioni apenas para
comparagao.

|Speciesmhhrv

O fato de apenas uma amostra ter sido extraida e seqienciada corretamente
pode estar associado a dois fatores: a dificuldade de digestdo do 0sso para extragao
e a degradacédo do DNA por fatores ambientais.

Apesar da utilizacdo do dobro de Proteinase K utilizado na extracdo de
tecidos e o maior tempo de digestdo é bastante dificil digerir o 0osso para extrair o
DNA assim a quantidade e o tempo de digestdo podem ter sido insuficientes para
degrada-lo.

Outro fator que pode ter influenciado no resultado insatisfatorio € o de que os
cranios sofrem acdo do tempo ja que ficam expostos na areia assim as variacdes
metereoldgicas podem degradar a fita de DNA. Além da exposicdo as condigcbes
adversas do tempo, a maioria dos cranios eram de pequeno porte sendo assim
podem ter passado por processos iniciais da digestédo e sido regurgitados junto as

egagropilas processo o qual também pode resultar em degradacédo do DNA.
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5 CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados obtidos durante a execugdo do trabalho
podem ser tiradas algumas conclusdes. Primeiramente pode-se concluir que existe
um grande aumento na predacdo de tuco-tucos na época de natalidade destes
devido a fragilidade e menor agilidade dos filhotes no momento em que sé&o
atacados.

Existe também relacdo entre a localizacédo das tocas e a dieta das corujas e a
acao antropica exercida sobre a populacao interfere na dieta destas aves inserindo
novos alimentos que nunca fariam parte da sua alimentacdo se nao houvesse
interferéncia humana. Estes dois aspectos observados abrem campo para melhor
investigar as interferéncias e relacdes entre a dieta destas aves e a localizacéo das
tocas.

O ndmero de créanios coletados condiz com os demais estudos feitos onde
foram encontrados o0ssos pertencentes ao género Ctenomys sendo vinte e um
cranios, portanto, um nimero bom de amostras pelo periodo de coletas.

As analises laboratoriais foram insatisfatorias no intuito de alcancar um dos
objetivos especificos do trabalho, apesar da dificuldade em extrair o DNA do 0sso
devido a degradacédo deste e a dificuldade de digestdo do 0sso para extragcdo, uma
das amostras foi extraida com sucesso, isto prova que apesar de dificil ndo é
impossivel. Através de mais estudos e melhoramento de protocolos pode-se extrair
DNA de ossos do cranio e possibilitar uma analise mais detalhada da inter-relacédo

entre as duas espécies.
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